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第1章 緒言
放射1生同位元素(radioisotopc:RI)が生命科学の発展 に果た してきた役割は極めて大き
い。特に3Hや'4Cなどのβ由(電子)線 を放出するRIは、物質代謝や物質輸送、生体情報
伝達系の解析などに広 く利用されてきた。 しか しβ線 の透過力は極めて弱 く、生体外部
か ら直接その存在位置を検出することは不可能である。近年、この短所を補 う外部計測可
能なRIとして、 β†(陽電子)崩 壊するポジ トロン核種が注 目され実用化されてきている。
β+崩壊にともなって放出された陽電子は、周囲の陰電子 と衝突 し消滅す る際に、180.
反対方向に511KcVのエネルギーを持つ2本 の消滅 γ線を放出する。 したが って人体を
挟み対向して置かれた1対 の検出器の同時計数により体外からの計測が可能であ り、ポジ
トロン核種の体内分布を断層像 として画像化することができる(positronemission
tomography:PET)。X線断層法(X-raycomputcdtomography:X-CT)や磁気共鳴画像化法
(magneticresonanceimaging=MRI)が体内の形態的変化を画像化するのと異な り、PETは
体内の生理的 ・生化学的変化を画像化できる点に特徴がある。体内の病変部では、形態学
的変化に先行 し生化学的変化が現れるため、PETは早期診断法 として有用であ り、現在
PETによる局所血流量、局所グル コース利用率、ア ミノ酸代謝、酸素消費量等の計測が、
脳機能障害や腫瘍の臨床診断に利用されているユ効 。さらに、ポジ トロン標識 リガ ン ドを
用いた脳内受容体定量化の研究が進められてお り、各種精神疾患の受容体 レベルでの客観
的 ・定量的診断法が確立 されようとしている7～16)。
一方、上述 した病態生理機能の評価のみな らず、薬物 自身の体内動態を直接 ヒトで評価
するPET研究 も進め られている17～2。)。薬物の作用発現の強さは、薬物作用点における濃
度に依存するので、薬物動態を定量的に把握することができれば、投与 された薬物の作用
部位や作用機序を解明 し、有効性や安全性を理解するための有用な情報 となる。
そこで著者は薬物の体内動態をinvivoで測定する目的で、は じめにポジ トロン標識向
精神薬の合成を行 った。PETに用い られるポジ トロン核種はいずれも超短半減期のため、
短時間で標識化合物の合成を行 う必要がある。核反応後、核種の分離→標識合成→分離精
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製→製剤化の過程に要する時間を半減期の3倍以 内にとどあなければな らない21)。また、
通常10GBq以上の標識体を原料に用いて合成が開始されるため、作業者の放射能被爆 も
大 きな問題 となる。そのため、短時間で収率の良い反応を用いること、さらに合成の遠隔 ・
自動化が必要 となる。これ らの点から、著者はすでに自動合成法の確立 されている
【11qCH31を原料 とす るN一メチル化反応を用い、3種 類の向精神薬(imipraminc、
mcthamphetamine、cocainc)の11C標識を行 った。
ついでこれら合成 した11C標識薬剤を用い、PET用放射性薬剤 としての有用性並びにこ
れ ら向精神薬剤の作用発現機序を検討する目的で、その体内動態についてマウスを用いて
基礎的な検討を加えた。さらに、マウスでの検討により明らかになった、逆耐性形成に伴
うmcthamphetaminc脳内集積性の変化を視覚的に明らかにする目的で、イヌを用いてPET
による画像解析を行 った。
以下、第2章 では["C]imipramineの合成 とマウス体 内 ・脳内動態及び ㎞ipraminc結合部
位描出薬剤 としての有用性について、第3章 では["C】methamphctamineの合成とマウス体
内 ・脳内動態及びmethamphctamine連用時の脳内動態変化について、第4章 では
[nC】cocaincの合成 とマウス体内 ・脳内動態及びcocainc連用時の脳内動態変化について、
第5章 では["C]methamphetamincの脳内動態をイヌを用いてPETで画像解析 した結果につ
いて述べる。
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第2章["C]lmipramineの合 成 及 び マ ウ ス体 内 ・脳 内 動態 の解 析
第1節 序論
三環系抗 うつ薬imipramine(IMI)は、脳内のセロ トニ ン及びノルア ドレナ リンの神経終
末への取 り込み阻害作用を有 し、うつ病 ・遺尿症治療薬 として使用 されている薬物である。
近年、 ヒ ト脳22'23)及び血小板2`'25)にIMI結合部位が同定 され、 うつ病患者は正常人 と比較
して脳内IMI結合部位数が減少 していることが見い出された26'27)。この知見は、IMI結合
部位数がうつ病等の精神疾患の生化学的指標 とな り得ることを示 している。 したがって、
PETを用いた脳 内のIMI結合部位分布の映像化 ・定量化が実現すれば、精神疾患の診断に
応用できる可能性がある。
IMIのポジ トロン標識体は、["C]CH20as)、["C]CH3129)及び1"qCO230)を標識原料 とした
N一メチル基の11C標識法が報告されているが、その動物実験 については報告がない。そ
こで、IMIの結合部位画像化薬剤 としての可能性を検討するために['1qIMIの合成を行い、
マウスを用いてその脳内分布 とrMI結合部位 との相関を検討 した。
第2節[11C]Imipramincの合 成
11Cは半 減 期20.4分の ため 、60分以 内の短 時 間合 成 が 必 要 とな る。 そ の た め には 、 合成
の 最 終 行 程 で 特 定 の 位 置 に標識 核 種 を導 入 で きる 、迅 速 かつ 高 収 率 の反 応 を用 い る こ とが
重要 で あ る。 そ こでIMIの11C標識 に は 、脱 メ チル 体 のdesipramineを原 料 と し、 【11qCH31
との1V一モ ノメ チ ル 化反 応 を用 い た(Schcme2-1)。標 識 原 料 の['1qCH31は、原 子 核 反 応
14N(p
,α)11Cによ り得 られ る[11qCO2を、Iwataらの開 発 した[11qCH31自動 合 成 装 置31)に導
き合 成 した 。 標識 反 応後 、反 応 系 か らの標 識 化 合 物 の 分 離 精 製 過 程 に要 す る時 間 を可 能 な
限 り短 縮 す る た め 、 高速 液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)に よ る分 離精 製 を 行 った。 順
相HPLCに よ り 【"qlMIは約5分 で 溶 出 され 、 原料 のdesipramincと完 全 に分 離 す る こ と
が で き た(Figure2-1)。照 射 終 了 か ら製 剤 化 まで に要 した 時 間 は約40分 で 、製 剤 化 終 了
時 に得 られ た放 射 能 は126-537MBq(平均333MBq)、減 衰 補 正 後 の放 射 化 学 的収 率 は
28-63%(平均42%)で あ った。 得 られ た成 績 体 の一 部 を逆 相HPLCに て 分 析 した結 果 、
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製 剤 化 終 了 時 に お け る比放 射 能 は0.96-1・96GBq/pmol
的純 度 は99%以 上 で あ った 。
(平均1.37GBq/μmol)、放 射 化 学
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Figure2-1HPLCchromatogramsofthereactionmixture.HPLCconditions:
column,ZorbaxSIL(DuPontlnstruments}4.6mmx15cm;mobilephase ,
dichloromethane,methanol,water,diethylamine;(900r100;1.0=0.25vlv};刊owrate,
1.Om璽/min;columntemperature,ambient,
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第3節 【11qImipramincのマウス体内 ・脳内動態の解析
[1'C]IMIの臨床応用への可能性を検討するために、マウスを用い 【"C]IMIの体内動態に
ついて検討 した。
まず、マウスに["C]IMI1.85MBq(12Pg/lkg)を尾静脈投与 し、投与60分後までの臓器
分布の経時的変動を測定 した(Table2-1)。その結果、rlqlMIの血中か らのクリアラン
スは速 く、投与1分 後におけるdifferentialabsorPtionratio(DAR)は0.23と低い値を示 した。
また投与1分 後では、放射能のほとん どが肺、腎臓、心臓で観測 され、特に肺に非常に高
い集積が見 られた。脳へは投与後短時間で取 り込まれ、投与30分後まで平均的値(DAR
=1)を示 した。
さらに体 内分布の経時的変動に着 目すると、以下のように大 きく3群 に分類できた。
1)投与直後に最 も高い集積を示 し、その後減少する臓器(心 臓、肺、筋肉)。
2)投与15分前後に集積のピークがあり、以後減少 してゆ く臓器(脳 、腎臓、脾臓)。
3)投与後 より経時的にその集積が増加 し、投与60分後において もその上昇が見 られる
臓器(肝 臓、胃、小腸)。
次に、投与15分後における【11CJIMIの負荷投与による脳内集積性の変化について検討
した(Figure2-2)。その結果、投与最大量の185Fmol/kg(5.8mg/kg)まで用量依存的に
脳内に取 り込 まれた。腎臓について も同様に検討を行 ったが、脳 と同様な用量依存的取 り
込みが観察 された(デ ータ未記載)。
次に、[11C】IMI投与60分までの脳内分布について検討 した(Table2-2)。投与15分後
においては、線条体及び視床下部の集積量が若干高いものの、各部位でそれほど大きな分
布の差は見 られなか った。 しか し、その後時間経過 と共に全体のDAR値 が減少 している
にもかかわ らず、線条体 と視床下部は依然高い値を保 ち、他部位 と異なる挙動を示 した。
次に、過剰量(10mg/kg)の非標識IMIの前処置(pretreatmcnt)と洗い出 し
(displacement)による["C]IMI脳内分布への影響を検討 した(Figure2-3)。[1℃]IMI投与
15分前の過剰非標識IMI投与により、投与15分後の[11CIIMI集積量は全ての部位で減少
傾向を示 し、特に中脳 と小脳において有意に減少 した。一方、fiC]IMI投与5分 後の過剰
非=標識IMI投与では、[11qIMI投与15分後の脳内分布 に変化はな く、洗い出し効果は認
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め られ な か った 。
Table2-1Theorgandistributionof[i℃1imipramineafteri.v.injectioninmice,
DAR
Organ
1min 5min 15min 30min 60min
Brain
Blood
Heart
Uver
Kidney
Lung
Spleen
Stomach
Small
intestine
Muscle
0.91±0.04
0.23±O、01
3.05±0.54
0.48±0.06
3.41±0,52
12.98±2.01
0.24±0、05
0.44±0.12
0.88±0.37
0.75±0.14
1.01±0,13
026±0.02
1.16±0.15
1.07±0.06
4.08±0.18
7.21±1.21
0,94±0.01
0.96±0.28
1,03±0.07
0.56±0.16
1.14±0.19
0、30±0.07
0.89±0.18
1.17±0.08
4.40±0.46
4.43±0.49
1.86±0」8
1.33±O.14
1.11±0.25
0.60±0.07
0.95±0.02
0.26±0.02
0.70±O.28
1.45±0.26
4.12±0.49
2.55±0.86
1.62±0.05
t.79±0」6
1.22±O.54
0.42±0.04
0.59±0.06
0.18±0.03
0.36±0.03
1.43±0.14
2.26±0.09
1.90±0.40
1,00±O.10
2.27±0.01
0.33±0.08
Valuesrepresentmean±S,D.(n=3},
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Figure2-2Theeffectoftheloadingdoseonthebrainuptakeofr℃】imipramine15
minafteri,)～inlectioninmice,Eachpointrepresentstheaveragevalueoftriplica重e
samples.
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Table2-2Theregionaldistributionofド1C】imipramineinmicebrain.
DA月
Region
15min 30min 60min
Striatum
Frontalcortex
Posteriorcortex
Hippocampus
Hypothalamus
Midbrain
Cerebellum
Medullaoblongata
1.97±0.45
1.51±0.21
1.46±0.25
1.59±0,28
1.86±0.16
1.54±0.37
1.34±O.19
1.47±0.34
1.70±0.36
1.25±0.22
1.28±0.12
1.31±0.09
1.81±O.Ol
1.06±O.04
1.01±O.19
1.00±027
1.74±0.69
0.95±0.11
0,91±0.12
1.27±0.57
1.93±0.04
1.15±0.39
0.69±0.03
0.97±O.06
Valuesrepresentmean±S.D.(n=3).
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通常、放射性 リガ ンドと同一な非放射性 リガン ドを大量に前 ・後投与 した場合、放射性
リガ ンドとその結合部位 との特異的結合は阻害され、集積量は減少する。(1'c]IMIの場合、
前 ・後投与によりその集積に大きな影響がなかったことか ら、【"qlMIの脳 内分布は非特
異的分布である可能性が示唆された。
第4節 マ ウ ス脳 内imiprarnine結合 部 位 分布 の検 討
前 節 で述 べ た よ うに、rl1C]IMIの脳 内分 布 は、 そ の特 異 的結 合 部 位分 布 を反 映 して いな
い 可能 性 が示 唆 され た。 そ こで 、["c]IMIの脳 内分 布 と脳 内IMI結合 部 位分 布 の 関係 を 明
らか に す る た あ に 、 【11qlMIの体 内動 態 を検 討 したddYマ ウス に お け る 、IMI結合 部位 数
とそ の親 和 性 及 び脳 内IMI結合 部 位 分 布 を検 討 した 。
マ ウ ス全 脳 の膜 画 分 とrH】IMIとの特 異 的及 び非 特 異 的結 合 をFigure2-4aに示 した。2
nMrH]IMIと膜 標 品 との 全結 合 の うち,約65%が 特 異 的結 合 で あ っ た。 非 特 異 的 結 合 が
用量 依 存 的 で あ るの に対 し、特 異 的結 合 は飽 和 曲線 を 示 した。 この特 異 的結 合 を
Scatchardplotした の がFigure2-4bであ る。Schatchard解析 よ り解 離 定 数(Kd)及 び最 大
結 合 量(Bmax)を 求 め た とこ ろ、
Kd=4.8±0.8nM
Bmax=161±25ino1/mgprotcin(10.2±1.1pmol/goriginaltissueweight),(N=6)
で あ った。Kdか ら、IMIとIMI結合 部 位 は高 い親 和 性 を 有 す る こ とが示 され た。
次 に 、 マ ウス脳 を 【11qlMIの脳 内分 布 実 験 と同様 の8部 位 に分 け、 各 部 位 につ い て
Bmaxを求 め た と ころ 、視 床 下 部 の 分 布 が 高 く、後 部 大 脳 皮 質 及 び小 脳 の分 布 が 低 い結 果
が 得 られ た(Table2-3)。また 各 部位 のKdは 、 ほ ぼ 同 じ値 で あ った。 得 られ たIMI結合
部位 分 布 結 果 と('1C]IMIの脳 内分 布 を比 較 す る と、 投 与15分 、30分 後 の[11qlMIの脳 内
分 布 は脳 内IMI結合 部位 の分 布 を あ る程 度 反 映 して い る もの の 、両 者 に は有 意 な相 関 は認
め られ なか った 。 しか し、投 与60分 後 の["c]IMI分布 は 、脳 内IMI結合 部 位 分 布 と有 意
な 相 関 を 示 した(r=O.78,P<0.05)。
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Table2-3TheregionaldistributionoffH]imipraminebindinginddYmicebrain.
Region
Bmax
(fmol/goriginaltissueweight)
Striatum
Frontalcortex
Posteriorcortex
Hippocampus
Hypothalamus
Midbrain
Cerebellum
Medullaoblongata
10.7±1.5★
12,1±0.1
5,3±0,9
9.3±0.8
21.4±22
13.2±0.4
4.1±0.7
8.5±0.8
★Valuesrepresentmean±S.D.(n=3).
第5節 考察
本章では、PETを用いた うつ病診断への応用を 目的とし、【11qlMIの合成条件を確立す
るとともに、IMI結合部位描出薬剤 としての有用性を検討 した。
本合成法によって製剤化終了時に得 られた放射能は、国外のグループによって報告 され
ている値28'"30)と比較 して若干低い。HPLCによる分離精製時の放射能回収率が平均約50
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%で あることか ら、分離精製時にカラム吸着等のロスを改善できれば収率の上昇が期待で
きるが、現時点でも平均300MBq以上を安定に供給でき、PETでの臨床応用には十分量 と
考えられる。
Bickelらはラッ トを用いて、【'℃]IMI投与60分までの体内分布の結果を報告 している32)。
それによると、'1C標識体の場合 と同様肺及び腎臓に高い集積が見 られ、短時間で脳へ取
り込まれていた。その他の体内分布状態にも今回得 られた結果 と大きな相違はな く、核種
の違いが体内動態に及ぼす影響は少ないと考えられる。
キ ャリア負荷実験(前 処置 ・洗い出し)に より、[11qlMIの投与15分後の脳内集積量
に大きな減少は観察されなかった。 レセプターアッセイによるマウス脳 内IMI結合部位分
布 と["C]IMI投与15分後の脳内分布に有意な相関がなかった点と合わせて、{"C]IMI投与
15分後の脳内分布は、IMI結合部位 との特異的結合を反映 しているものでないと考え られ
る。 しか し、[1'C]IMI投与60分後の脳内分布は、脳内IMI結合部位分布 と有為な相関を
示 しており、投与後長時間経過後のPET画像が得 られればIMI結合部位分布の定量化を行
える可能性がある。そのためには'8Fのような半減期の長い核種で標識された リガン ドの
開発が必要 となる。
Hashimotoらは著者 と同様な観点か ら、[1'C]cyanoimipramincの合成と評価を行 っている33)。
「"C]Cyanoimipramineのラット脳内集積量は、非標識体(10mg/kg)の前投与により40～50
%抑制され、【UqIMIの場合 と異なり特異的な結合を反映することが示 された。
CyanoimipramineはIMI結合部位 と結合するが、Kdは0.25nMとIMIに比較 して低 く、
BmaxはIMIのそれ と比較 して小さいことか ら、IMI結合部位のサブクラスを認識するも
のと考え られている34)。したがって、この[11C】IMIと【11qcyanoimipramincのIMI結合部位
との親和性の差が、両者の脳内挙動の差 となって現れているものと考え られる。
以上の点か ら、["c]IMIはPETによるIMI結合部位分布定量の リガン ドとしては必ず し
も有用ではな く、うつ病診断への応用を行 うためには、より特異的な結合を示すポジ トロ
ン標識 リガン ドを開発する必要がある。
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第3章 〔11C]Methamphetamincの合 成 及 びマ ウ ス体 内 ・脳 内動 態 の解 析
第1節 序論
覚せい剤methamphetamine(MAP)は、臨床的に ナルコレプシー、各種昏睡、 うつ状態、
イ ンス リンショックの治療薬 として用いられているが、連用により精神分裂病に酷似 した
幻覚妄想状態(覚 せい剤精神病)が 出現するようにな り35)、その乱用は大きな社会問題 と
なっている。この覚せい剤精神病の研究モデルとして、動物にMAPを 反復投与すること
によって出現す る異常行動の過敏反応性(逆 耐性現象)が 取 り上げ られ、多 くの神経化学
的な研究が行われてきた。その中心をなすのは神経系の変化に関す るものであり、覚せい
剤慢性投与動物に覚せい剤を再投与 した際のdopamine(DA)作動性神経終末か らのDAの
過剰放出36)が最 も注 目される生化学的知見である。一方、覚せい剤の慢性投与に伴 う行動
変化の基盤を薬物動態変化に想定 した研究 も報告 されている37)が、明確な結論は得 られて
いない。 したがって、覚せい剤の脳内動態及び連用 に伴 う動態変化をPETにより解析で
きれば、覚せい剤の逆耐性現象発症機構解明のための大 きな情報 とな り得 ると考え られる。
本章では、PETによる覚せい剤の脳内動態解析を目的として、["c]MAPの合成条件を
確立するとともに、覚せい剤連用モデルマウスを作製 し、MAP脳内動態変化を解析 した。
第2節[11qMethamphetamineの合 成
覚 せ い剤 の ポ ジ トロ ン標 識 体 と して 、 す で に['3N]amphetaminc(【'3NIAMP)が報 告 され て
い る38)が、 放 射 化 学 的収 率3.5%、 比 放 射 能O.30GBq/mmolと共 に非 常 に低 く、PETへ の
応 用 は 困難 で あ った 。 そ こで['1C]IMIの場 合 と同様 、 【11qCH31によ るN一 メ チ ル 化 反 応 を
応 用 して 、['1qMAPの合 成 を 行 った。
まず 、Johnstoneらの1級 ア ミン短 時 間N一 モ ノ メ チル 化 法39)に従 ってAMPの
trifluoroacetyl誘導 体 を 「'1C]CH31でメチ ル 化 した後 、 アル カ リ加 水 分 解 を行 う方 法 を検 討
した(Scheme3-1a)。しか し、反 応 が2段 階 の た め照 射 終 了か ら製 剤 化 ま で に60分 以上
の 時 間 を 要 す る こ とや 、 アル カ リ加水 分解 が短 時 間で は完 全 に進 行 しな い な どの理 由で 、
製 剤 化終 了 時 に得 られ た放射 能 は14.8MBq程度 に と どま った 。そ こで 直 接 メ チル 化 法
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(Scheme3-1b)について種々の反応条件を検討 したところ、反応溶媒 として
tetrahydrofuran(THF)を用い、塩基 としてpyridineを加えた反応系で製剤化終了時55-67
MBqの放射能を得 ることができた。照射終了か ら製剤化までに要 した時間は40分に短縮
された。放射化学的収率20-40%、比放射能0.11GBq/μmolであった。
Figurc3-1に[1'C】MAP分離精製時のHPLCクロマ トグラムを示 した。反応混合物の分離
を行 う際、標識化合物を先に溶出させる方が短時間合成に有利であるが、順相 ・逆相両カ
ラムとも[11qMAPを原料のAMPよ り前に溶出させ る条件を得 ることができなかった。そ
こで、分離が良好でかつ後か ら溶出される[11qMAPが最 も早 く溶出され る条件を検討 し、
Figure3-1に示 した分離条件を採用 した。[11qMAPは約6.5分で溶出されAMPと 完全 に分
離することができた。放射化学的純度は99%以上であった。
第3節["C]Mcthamphetamineのマウス体内 ・脳内動態の解析
PETによるMAP脳 内動態解析を行 うための基礎検討 として、マウスにおける[11CJMAP
体内動態を検討 した。
まず、【11qMAP投与60分後までの臓器分布の経時的変動を測定 した(Figure3-2)。
「nc]MAPは臓器移行性が高 く、投与1分 後にはすでに血中 レベルは低下 してお り、薬剤
の大部分が肺 と腎臓に分布 していた。また、投与直後にすでに脳内濃度が高い レベルに達
していた。投与直後に低かった肝臓への集積は投与5分 を経て高いレベルへ維持 された。
臓器分布の経時的変動は、前章で記述 した[11qIMIと同様な変動を示 した。
次 に、脳、血L液、腎について負荷投与による集積量の変化を検討 した(Figure3-2)。
その結果0.06から600nmoltheadの範囲において用量依存的な取 り込みが認め られ、いず
れの用量においても腎、脳では血液に対 して高値を示 し、集積比に変化は認められなか っ
た。
次に標的臓器である脳内における["qMAPの集積の経時変化 について検討 した(Figure
3-4)。海馬及び前部大脳皮質では投与15分後、他の部位では投与5分 後に最大集積を示
した。線条体、視床下部、海馬においては30分を越えてなお高値を示 し、MAPに対す る
親和性の相違が示唆された。
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第4節[1'C]Methamphetamine脳内集積量に及ぼすmcthamphetamine連用効果の検討
薬物連用モデルとして、非標識MAP(1mg/kg)を1日2回3日及び6日 間腹腔内連続
投与 したモデル と、3日間連続投与後3日 間断薬 したモデルを作製 し、[1'qMAP投与15
分後の脳内各部位への集積量を検討 した(Figure3-5)。連続投与モデルでは3日 、6日の
モデル とも、線条体、前部大脳皮質を除 く部位において集積量が増加 した。特 に視床下部
において顕著な増加が認められた。断薬を伴うモデルにおいても前部大脳皮質、海馬を除
く各部位において集積量は増加傾向にあり、特に線条体において高い取 り込みが観察 され
た。
第5節("C]Mcthamphetamine脳内集積量に及ぼすcocaile連用効果の検討
CocaineもMAPと同様に逆耐性を形成する薬物であり、。ocaine反復投与により異常行
動の過敏反応性が現れる。さらに、cocaine反復投与後にMAPを 投与す ると、MAP初回
投与時に比 してより強い異常行動が認められる(交 差逆耐性現象)鋤 。 この交差性が、前
節で示 したような動態変化を伴 うか否かを検討 した。
連用モデル として、co(痂e(10mg/kg)及びMAP(4mg/kg)を1日1回7日間連続投
与 して7日 間断薬 したモデルを作製 し、['1qMAP投与15分後の取 り込みを比較 した
(Figure3-6)。その結果MAP連 用モデルでは、線条体、海馬、視床下部で対照群 に比較
して高い集積が認め られたがcocainc連用モデルでは対照群 と有意な差は認め られなかっ
た。
MAP反復投与後のcocaineの動態変化については次章で述べる。
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第6節 考察
著者の報告 と前後 して、二つの研究 グループによる[1'C]MAPの合成報告がなされた41'42)。
両合成法 とも['1qCH31を標識原料 として用いたAMPの 直接メチル化法によるものであ
るが、その時点では供給放射能、比放射能とも他のグループの方が優れていた。 しか しな
がらその後著者 は、合成法を改良 し他 グループ以上の供給放射能、比放射能を達成するこ
とができた。詳細は第5章 で述べ る。
【"c]MAP静脈投与後のマウス体内動態は 【11qIMI同様の変動を示 し、血流量の豊富な臓
器への多 くの集積が観察 された。同様な結果が3H標識覚醒ア ミンを用いてラッ トで報告
されている43・`4)。また、【14C】AMPをマウスに投与 しその脳内分布をautoradiographyで検
討 した報告45)によると、大脳皮質、海馬に高い放射能の集積が観察されてお り、今回の
[11qMAPの結果 と同様な部位差の傾向が認め られている。
MAPの主な代謝経路は、肝での脱ア ミノ化、N一脱 メチル化、芳香環パ ラ位の水酸化で
ある46)。それぞれの経路の代謝物であるphenylaccto皿e、AMP、4-hydroxy-MAPのうち、前
2者はnC標識部分が代謝 され放射能を有 しない。また、4-hydroxy-MAPはbloodbrain
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banier(BBB)を通過せず、脳内より検出されない")。以上の点か ら、脳内で観察される
放射能分布はMAP未 変化体分布を反映していると考え られる。著者は、脳内未変化体
MAP取り込み量をGC/MSを用いて測定 しているが、その結果が 【HqMAPによる取 り込
み結果 と非常によ く一一致 していることも、この点を裏付けるものである(デ ータ未記載)。
MAP反復投与 により["C]MAPの脳への過剰な集積が観察された。Numachiらは、MAP
4mg/kgを21日間連続投与後7日 間断薬 したラッ トに、脳血流量測定に用い られる
['231]IMPを投与 し、脳内の放射能を測定 したところ、対照群に対 して有意な差を認めなか
ったことを報告 している47)。この結果は、MAP連用に伴 うMAPの脳内への過剰な集積が、
脳血流量の違いに起因するものでないことを示 している。
覚せいア ミンを連続投与 した動物に覚せいア ミンを再投与 した際の脳内集積量を検討 し
たこれまでの報告では、集積量が増加43'4S'wse)していたとする報告がある一方、不変5'一一53)ま
たは減少斜)という報告 もあ り一致 した見解は得 られていない。これ らの報告は、動物種差、
覚せいア ミンの投与スケジュール、投与量、断薬期間に違いがあ り、これ らの違いが代謝
や神経系の微細な生化学的変化に影響を与え、覚せいア ミンの脳内動態変化に反映されて
いる可能性がある。本章における投与スケジュールの異なる4種 の連用モデルでその脳内
動態変化のパ ター ンが異なることも、上記の可能性を裏付けるものである。
動物にMAPを 反復投与 した際に観察 される逆耐性現象の発現要因として、脳内DA神
経系の機能変化が想定されている。すでに、脳線条体スライスを用いたDA放 出実験によ
り、覚醒ア ミン慢性投与群でDA過 剰放出が報告され55'56)、さらに脳内透析法によっても
この知見が確認 されている36'57)。逆耐性形成に伴い前シナプス側に何 らかの生化学的変化
が生 じ・この放出増加を引き起こす と考え られる。MAPはDA神 経系のdopami皿e
transporter(DAT)を介 した、canier-mediateddiffusionexchangeec構によりCa2+非依存性に
DAの放出をもた らす ことが明らかになってお り58・59)、第4節 の結果は、逆耐性形成に伴
うDA神 経終末へのMAPの 取 り込みの増加が、DA過剰放出を引き起こ し異常行動を惹起
している可能性を示唆 している。
しか しなが ら第5節 で明らかに したように、co(raineとの交差性にはMAP動 態変化が伴
わず、交差逆耐性形成には動態変化が関与 していないものと考え られる。
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第4章[nC]Cocaineの合 成 及 び マ ウス体 内 ・脳 内動 態 の 解 析
第1節 序論
Cocaineは臨床的には局所麻酔薬 として用い られる医薬品であるが、中枢神経興 奮作用
を有 し、習慣性 ・依存性が強いため麻薬に指定 されている。低用量のcocaine投与は動物
の自発運動を元進 させ、高用量では自発運動は減少 し常同行動が現れる。さらに 、反復
投与により自発運動充進作用が増強され、MAPと同様な逆耐性現象を引き起 こす。この
逆耐性現象の機序 として、cocaine反復投与後のcocaine再投与時にシナプス間隙でのDA
量が増加することが報告されている60)が、これは前章でMAPに ついて明らかにしたよう
に、反復投与 による薬物動態変化の関与の可能性が考え られる。
["C]CocaineのPETによるヒト脳内の画像化はすでに行われてお り、["C]cocaineの線条
体への高い集積が報告されている61)。しかしなが ら、cocaine連用に伴 う脳内動態変化の
画像解析による報告はなされていない。
本章ではPET解析の前段階として 【"C]cocaineを合成 し、cocainc連用に伴 う[1'qcocaine
脳内動態変化をマウスを用いて検討 した。
第2節['1C]Cocaincの合 成
r'C]Cocaineの合 成 は[nC】IMI、["C]MAP同様 、脱 メ チル 体 のN一 メチ ル 化 反 応 に て行 っ
た。 す な わ ち、THF中norcocaincと["c]cH31を50℃5分間反 応 させ る こ とに よ り
【"C]cocaineを定 量 的 に得 た(Scheme4-1)。順 相 系 カ ラ ム を用 い たHPLCに よ り
[11C]cocaineはnorcocaineと良好 に分 離 し、 しか もnorcocaineより早 く溶 出 され(Figure4-1)、
短 時 間 合 成 に成 功 した。 照射 終 了 か ら約40分 で 最 大148MBqの[11qcocaineを得 る こ とが
で きた 。放 射 化 学 的 収率47-58%、比 放 射 能0.81GBq/μmol、放 射 化 学 的純 度99%以 上
で あ った 。
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Scheme4-1Synthesisof【iiClcocaine.
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Figure4-1HPLCchromatogramsofthereactionmixture.HPLCconditions:
column,Wakosil4.6mmx25cm;mobilephase;hexane:AcOEt(1:1v/v),25
%NH40H(saturated);刑owrate,2.OmI/min;columntemperature,ambient.
一20一
第3節[1'c]Cocaineのマウス体内 ・脳内動態の解析
まず、["c]co(mineをマウス尾静脈 より投与 し、投与60分 までの臓器分布の経時的変化
を検討 した(Figure4-2)。["C]Cocaineは投与1分 後には血中か ら消失 し、肺、腎への高
い集積が認め られた。投与15分後には、肝、小腸、腎への強い局在が認め られた。標的
臓器である脳へは、他臓器に比較 して高い集積は認められなか った。
次 に、[11qcocaineの投与5分 後における負荷投与 による集積量の変化の検討を行 った
(Figure4-3)。その結果、0.4ng!head～4pagheadの範囲において用量依存的な集積が認
め られ、いずれの用量においても腎、脳では血液に対 して高値を示し、集積比に相違は認
め られなかった。
さらに、脳内各部位における1"C]cocaine集積量の経時変化を検討 した(Figure4-4)。
脳 内のいずれの部位 においても血液に比 して高い集積が認められた。 とくに大脳皮質、視
床下部、海馬においては高値を示 し部位差が認め られた。またその集積はいずれも5分 を
最大値 として15分後には低値を示 した。IMI、MAPの脳内動態 と比較 して、cocaineの脳
内集積は短時間であ り、脳組織 との親和性に相違が示唆された。
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第4節 逆耐性モデルマウスによる['1qcocainc脳内動態変化の検討
非標識cocaine10rng/kgを1日1回14日間連続投与後、7日間の断薬を行 って作製 した
逆耐性モデルでの脳 内各部位への集積量の経時変化を、生理食塩液のみを連続投与 した対
照群 と比較 した結果をFigurc4-5に示す。Cocainc逆耐性モデルにおいて、各部位への集
積が対照群に比較 して遅延する結果が得 られた。
一方、前章で述べたように、MAPとcocaineは交差逆耐性を示すことか ら、MAP逆耐
性モデルマウスでの["C]cocaine脳内動態変化を検討 した。その結果、MAP逆耐性モデル
群は対照群に比較 して有意な動態の差は認め られなかった(Figurc4-6)。
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第5節 考察
['1C]IMI・("C]MAPと比較 し、[11CJcocaineの特徴的な体内動態 として投与30分後での肝
及び小腸への高い集積があるが、これはcocaine及び代謝体の腸肝循環 によるものと推察
される。
Cxcaineは、DA神経終末のDATへ結合することにより、DA再取 り込みを遮断 しシナプ
ス間隙のDA量 を増加させ、動物の 自発運動量を増加させる62)。 したが って、DA神経終
末への移行性がcocaineの中枢薬理作用発現に重要 と考え られる。脳内分布の検討か ら、
脳内各部位における5分 以内の集積 と15分以内の消失が観察 された。これは['4C]cocaine
を用いたautoradiographyによる検討es)や、PETによる動態解析61)と同様な結果である。
Cocaineの薬効は短時間内に発現 し消失することが知 られているが、脳内への迅速な集積
と消失がその一因であることが示唆される。
Cocaine逆耐性モデルで脳内各部位への集積時間の遅延 と貯留性の増大が観察された。
α)caine連用による脳障害に起因 した動態変化が起 こっている可能性が考え られる。一方、
MAP逆耐性モデルでの[Uqcocaine動態には変化がな く、前章第5節 の結果 と合わせて考
えると・MAPとcoca{neの交差性には、DA神経終末 におけるDAの 放 出 ・再取 り込み能
の元進などの動態変化以外の機序が考え られる。
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第5章PETに よ る 【'1qmethamphctami皿eのイ ヌ脳 内動 態 の解 析
第1節 序論
第3章 で述べたように、[UqMAPの脳内動態をマウスを用いて検討 したところ、逆耐
性モデルマウスにおいてMAP脳 内集積性の変化を認め、薬物の脳内標的部位あるいは細
胞への到達性の変化が逆耐性の一因となり得ることを明 らかに した。
本章では、この集積性の変化をさらに詳細に検討す るため、新規に逆耐性モデル成犬を
作製 しPET画像解析を行 った。
第2節On-1ine法による 【"C]methamphetamincの合成
第3章 で述べた直接メチル化の従来法では、製剤化終了時に得 られる放射能は最大67
MBq程度であ り、PET画像化を行 うには不十分な量であった。そこでまず、東北大学サ
イクロ トロンRIセンターで新たに開発 されたon-line法M)を用いた 【"C]MAP合成法を検
討 した。On-linc法はショー トカラム中で反応が行われるため高い反応性が期待できる。
加えてHPLCによる分離精製 までの過程が自動化されているため、安全性や安定 した薬
剤供給の点で も優れている。
著者はまずDMFを 反応溶媒 として、アルカ リ添加または無添加の条件で反応を試みた
が、得 られた[11qMAPは20MBq程度であった。原因の一つとして反応を行 うショー ト
カラム中への成績体の吸着が考え られたため、ショー トカラムに充填するシリカゲルの量
を減少 させた。さらに、Shiueらの合成報告42)を参考に して、反応溶媒にDMSOを加える
とともに、反応温度を高めた条件での検討を行 った。その結果、DMF:DMSO(4:1)を反応
溶媒 として、AMPと[11qCH31を120℃3分間反応 させ る条件において高い反応収率が得
られた。本合成条件においてPET画像化に必要な200MBq以上の 〔11qMAPを安定的に供
給することが可能 となった。また本法により合成 した["c]MAPの比放射能は48,1
GBq/μmo1と、従来法(0.11GBq/Ptmol)に比較 して非常に高い値が得 られた。
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第3節Mcthamphetamine逆耐性成犬の作製
PETによる解析を行 うため、ビーグル犬(7才 ・雄 ・125kg)での逆耐性モデルの作
製を行 った。逆耐性モデルはMAP1.Omg/kgを1週間、続iく1週間1・5mg/kg連続皮下投
与を行い作製 した。
MAPを連続投与することにより、イヌは以下のような行動変化を示 した。すなわち、
MAP連続投与初期 には、ゲージ内を ぐる ぐると回り出す移所運動量(locomotoractivity)
の増加が観察 された。また、普段よ く懐いている人間の呼びかけや好物の食物 に対する反
応が減弱 した。さらに投与を続けることによって、急に立ち止ま り上を じっと見上 げる点
を特徴 とす る常同行動(stereotypcdbchavior)が出現 し、それに伴い移所運動量が低下 し
た。MAPを投与 してか らこれ らの行動が現れるまでの時間(t㎞etotheonsetofstereαypcd
behavior)は、連続投与の回数が増加するに従い短縮された。
これ らの行動変化 は断薬後90日を経た後 も、MAPの投与 によって容易に再現された。
MAP連続投与に伴 うイヌの行動変化についてFigure5-1にまとめた。
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Figure5-1Theeffectsofrepeatedmethamphetamineadministrationondogbehavior.
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第4節PETに よる["C]methamphetamineの脳内動態の画像解析
Figure5-2に[uqMAP投与10-20分後における正常成犬脳7断 面の積算画像を示す。脳
内において特 に高い集積部位は認め られなかったが、 目 ・鼻に高い集積が観察 された。こ
の再構成画像上に5ヶ 所の関心領域(ROI)を設定 し、[11qMAP集積量の経時変化を算出
した結果をFigurc5-3aに示す。ドqMAPは素早 く脳内に取 り込 まれ、投与10-15分後に
最大の集積を示 し、その後経時的に消失 した。また、脳内各部位(頭 頂葉、前頭葉、後頭
葉、側頭葉、小脳)間 における大きな集積差は認められなか った。正常時(Figure5-3a)
と逆耐性形成時(Figure5-3b)の結果を比較すると、逆耐性時には正常時より単.位投与量
当た りの最大集積量が約40%増 大 しており、先のマウスでの成績を裏付ける結果が得 ら
れた。
繍臨 e 登 、 ひ
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Figure5-2PETimagesofregionaldistributionofI"C】methamphetaminein
thecontroidogbrainat10-20minafterinjection。
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第5節{1'qMcthamphetamineの脳 内動 態 に及 ぼすhaloperidol、cocaincの影 響
ラ ッ トにD2受 容 体 ア ンタ ゴニ ス トを 各 回 のMAP投 与 前 に処 置 す る と、 常 同行 動 の 出
現 が 抑 制 され 、 休 薬 後 にMAPの み を 再 投与 して も常 同行 動 が 抑 制 され る65'66)。一 方 、 第
3章 で 述 べ た よ うにcocaineはDA再取 り込 み 阻害 作 用 を 有 し、MAPと 交 差 逆 耐1生を 示 す36'
40・67)
。 そ こで これ らMAPと 相 互 作 用 を 示 す薬 物 のMAP脳 内動 態 に及 ぼ す 影 響 を検 討 す
る た め 、逆 耐 性 成 犬 にD2受 容 体 ア ンタ ゴニ ス トで あ るhaloperidol及びcocaineを前 投 与 し、
[11qMAPのPET画像 撮 影 を行 った。
前 投 与 薬 物 の血 中濃 度 推 移 を 測 定 した結 果 をFigure5-4に示 した。Halopcrido1の血 中濃
度 は90分 の画 像 撮 影 の 間、37-49n9∠mlの範 囲 内で あ った 。Wolkinらは 、D2受 容 体 リガ
ン ドの['8F】N-methylspiperoneを用 い たPETに よ る解 析 か ら、haloperidoltu漿中濃 度 の変 化
とDA受 容 体 占有 率 の 関係 を 報告 して い るas)。それ に よ る と、haloperidol血漿 中濃 度 の増
加 に伴 い受 容 体 占有 率 も増 加 す るが 、20ng∠ml以上 の濃 度 に達 す る と もはや 受 容 体 占有 率
は増 加 しな い 。 した が ってhaloperidol前投与 効 果 検 討 時 に は 、十 分 なDA受 容 体 遮 断 効 果
が得 られ て い る と考 え られ る。 一 方 、cocaineは非 常 に速 い血 中か らの ク リア ラ ンス を示
した が 、最 低 値 と して400ngtmlの血 中濃度 を維 持 して お り、cocaincの血 中濃 度 と中枢 神
経 系へ の効 果 との 関連 を示 す 明確 な デ ー タは な い もの の 、十 分 な前 投 与 効 果 が得 られ て い
る と判 断 した 。
PET解析 の結 果 、haloperidol並び にcocainc前投 与 時 の どち らの 場 合 も、 最 大 集 積 量 は
正 常 レベル に抑 制 され た(Figurc5-3c,d)。
第6節 【"C]Mcthamphetamineの代謝分析
第4、5節 での動態変化は、逆耐性形成あるいは薬物前投与に伴 うMAP代謝能の変化
により生 じた結果である可能性 も考え られる。そこでPET撮影時に代謝分析を併せて行
った。すなわち、PETの連続スキ ャンと同時に経時的な動脈採血を行い、HPLCを用い血
漿 中の 【11qMAPの代謝産物 と未変化体の割合を測定 した。その結果、【"C]MAP投与10
分後において約40%が 、投与50分後において約20%が 血漿中未変化体 として検出され
たが、正常時と逆耐性時さらに薬物前投与時においてMAP代 謝能に大きな変化はなか っ
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た(Figure5-5)。
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第7節 考察
覚醒剤による逆耐性形成は多 くの動物で報告があるがヨ7)、イヌについてはWallachら69)
が、ある期間AMPを 投与されたイヌは常同行動発現潜時が短縮されることを報告 してい
るのみである。今回著者は、イヌにMAPを 連続投与 した際の行動変化を詳細に観察 し、
MAPを用いて もイヌに逆耐性が形成 されることを新規に示すと共に、その行動変化はラ
ッ ト等の小動物 と大きな差異がないことを明 らかに した。
ShiucらはPETによるアカゲザルでの[11qMAPの脳内動態を報告 している42)。アカゲ
ザルにおいては、イヌ同様[11qMAPの脳内各部位間での大きな集積差 は認め られないが、
イヌと異な り脳内か らのクリアランスが緩やかであった。また、[UqMAP投与60分後に
おいて、血中未変化体の割合は50%以上であると述べている。イヌにおいては[1'qMAP
投与50分後の未変化体の割合は20%であ り、このサル とイヌのMAP代 謝能の違いが脳
か らのクリアランスの違いの一因である可能性が考え られる。
逆耐性形成モデルにおける[11qMAP脳内動態を正常時と比較 した結果、単位投与量当
た りの最大集積量が約40%増大 していた。逆耐性形成に伴 う脳内の生理変化 として、す
でにMAP再 投与時の線条体シナプス間隙における遊離DA量 増加が明らかにされてお り
36)
、この結果は神経終末へのMAP自 身の到達 性の変化がDA過 剰遊離を介 して逆耐性形
成に強 く関与 している可能性を示す ものである。
また、haloperidolの前投与によって[11qMAPの集積が正常 レベルまで減少 したことか
ら、haloperidolの逆耐性形成阻害作用が、D2受容体への刺激遮断に起因す るだけではな く、
MAP自身の脳内集積性に変化を及ぼす ことにも起因 している可能性がある。その要因と
して、薬物投与 に伴 う脳血流量の低下の可能性が考え られる。Jibikiらは、singiephoton
cmissioncomputedtomography(SPECT)によるヒ トでの検討で、haloperidol投与に伴い4
人中2人 で脳血流量の低下が認め られ、残 り2人 には変化がなか ったと報告 している70)。
したがって、haloperidol投与 によるMAP取 り込みの減少は脳血流量低下に起因 している
可能性がある。
一方、ラッ トを用いた検討か らcocaineは脳の大部分において脳血流量を増加 させ るこ
とが明 らかにな っており7')、cocaineによるMAP取 り込みの減少は脳血流以外の要因によ
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るものと推察 される。すなわち、MAPの神経終末への取 り込みをcocaineがDATを介 し
て阻害 し、MAP取 り込みの減少を引き起 こした可能性が考え られる。
これ ら行動薬理学的にMAPと相互作用を及ぽす薬剤が、MAPと薬物動態において も相
互作用を示 したことは非常に興味深 く、さらに詳細な検討が望まれる。
覚醒剤精神病を引き起こす脳内の生化学的基盤をPETで捉えようとする試みはこれま
でほとんど行われていない。Iyoらは、覚醒剤精神病既往者を対象とし線条体D2受容体
及び前頭葉S2セ ロ トニ ン受容体をPETにより定量解析 したが、健常対照群 との間に有意
な差は認め られなか ったと報告 している73)。今回PET画像解析により明 らかにした
["c]MAP脳内動態変化は、覚せい剤乱用による脳障害の新たなPET診断法の可能性を示
す ものである。
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第6章 総括
薬 物 の 体 内動 態 をPETを 用 い てinvivoで測定 す る 目的 で 、3種 類 の 向 精 神 薬
(imipramine、methamphctamine、cocaine)の11C標識 合 成 な らび にそ の体 内動 態 につ い て
基 礎 的検 討 を行 い 、次 の 成果 を得 た。
1[11qCH31を標識原料 としたN一 メチル化反応を用いて、PET画像化に必要な200
MBq以上の放射能量を持つ3種 類の向精神薬の合成供給条件を確立 した。
ll3種 類の11C=標識向精神薬のマウス体内 ・脳内動態を検討 し、各薬剤とも他核種で報
告されている結果と同様な動態変化を示すことを明 らかにした。
うつ病患者は正常人 と比較 して脳中IMI結合部位数が減少 していることか ら、うつ病診
断への応用を 目的とし、["qIMIのPETによるIMI結合部位描出薬剤としての有用性をマ
ウスを用いて検討 し、キャリア負荷実験(前 処置 ・洗い出し)や レセプターアッセイによ
る結果か ら、
皿[UqIMIの脳内分布は、IMI結合部位 との結合という特異的現象を反映 していない非
特異的分布であ り、【11qIMIのPETによるIMI結合部位分布定量のための リガン ドとして
の有用性は低いことを明らかにした。
覚せい剤逆耐性マウスを用いた[11qMAP脳内集積実験により、逆耐性形成時の
[11C]MAP自身の脳 内への過剰な集積を観察 し、
WMAP連 用によるMAP自身の動態変化がMAP連用に伴 う行動変化を惹起 している可能
性を明らかに した。
このMAP脳 内集積の変化をさらに詳細に検討する目的で、
V新 規に逆耐性成犬を作製 し、その行動変化をはじめて明らかにした。
そ して・作製 した逆耐性成犬を用い["c]MAPの脳内動態をPETにより画像解析 した結
果・逆耐性時には正常時と比較 し[11qMAPの最大集積量が40%増大 していることを明ら
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かにし、マウスでの結果を裏付けると供に、haloperidolやcocaineの前投与が 【11C]MAPの
過剰集積を正常 レベルまで減少させることを示 し、
VI行 動薬理学的にMAPと相互作用を及ぼす薬剤が、薬物動態において も相互作用を示
すことを明 らかにした。
一一方 、MAP同 様逆 耐性 を形 成 す るcocaineにつ い てMAPと 同様 な検 討 を行 った 結 果 、
逆 耐 性 モ デ ル マ ウス で の['1C]cocaineの集 積 時 間の遅 延 と貯 留性 の増 大 を観 察 し、
Wcocaine連用 に よ る脳 障害 がcocaine自身 の 動 態変 化 を 引 き起 こ して い る可 能性 を 明 ら
か に した 。
これ ら[11qMAP、lnqcocaineの動 態変 化 は 、覚 せ い剤 あ る い はcocainc乱用 に よ る脳 障
害 の新 たなPET診 断 法 の 可 能性 を示 す もので あ り、 臨床 へ の 応 用 が期 待 され る。
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第7章 実験材料及び方法
第1節 試 薬
本 研 究 に お い て は 、imipramincHC1、dcsipramineHC1はチ バ ガ イ ギ ー 社 よ り供 与 さ れ た
もの を 、methamphetamineHCI、halope「idolは大 日本 製 薬 よ り、cocaineHC1は武 田 製 薬 よ り 、
[3H]imipramineHCI(20Ci/mmo1)はア マ シ ャ ム ジ ャパ ン社 よ りそ れ ぞ れ 購 入 し た も の を 必 要
に 応 じて 精 製 し使 用 した 。
Amphetamineは、phenylacetonitrileとethylacetateを出 発 原 料 に 、Leuckalt反応 を 経 由 す る
経 路73"75)で合 成 し た もの を 使 用 した 。NorcocaineはBomcら76)の方 法 に 従 いcocaineより合
成 した 。
そ の 他 の 試 薬 は 、 市 販 特 級 品 を 使 用 した 。
第2節11C標 識 化 合 物 の合 成 に関 す る実験
①["c]CO2の合 成
[1'C]CO2は、東 北大 学 サ イ ク ロ トロ ンラ ジオ アイ ソ トー プセ ンタ 一ー(CYRIC)所有 のサ イ
ク ロ トロ ン(CGR-MeVmode1680)を用 いて 製 造 した。 す な わ ち、 加 速 した 陽 子 をN2タ ー
ゲ ッ トに照 射 し、原 子 核 反 応'4N(p,α)1'Cによ り11Cを生 産 した 。生 産 され たnCはN2ガ
ス 中 に存 在 す る微 量 の02分 子 と衝 突反 応 し、[11qCOと[11qCO2の混 合 物 と して 得 られ
るの で 、CuO末 中を 通 過 させ 酸化 し[11qCO2のみ を得 た 。
②[11qCH31の合 成
[11qCH31は、Iwataらの 開 発 した 自動 合 成 装 置31)を用 い て[uqCO2より合 成 した 。す な
わ ち・ 原 子核 反 応 に よ って得 られ た[11qCH31を自動 合 成 装 置 に導 き、-20℃に冷 却 した
LiAlH4のTHF溶液(0.4ml)中を15分 間通 気 させ 【11qCO2をトラ ップ した 。 次 にTHFを
減 圧 留 去 し、-20℃に冷 却 後 、 水(0.4ml)を加 え[11qCH30Hに変 換 した 。続 い て120℃
に加 熱 し、HI中 を 通 した後 、 ソー ダ ライ ム及 び五 酸 化 ニ リンカ ラ ム 中を通 し、["c]CH31
を得 た 。
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③[1'c]lmipramineの合 成
Desipramine(5mg)をacetone15ml中に溶 解 し、 冷 却 下[11qCH31を導 入 し た 。 次 に 、
50℃ で10分 間 加 温 撹 拝 後acetoncを減 圧 留 去 し た 。 残 渣 をHPLC移 動 相05mlに 溶 解 し
HPLC[カ ラ ム:ZorbaxSIL(DuPontlnstruments)4.6㎜x15㎝、 移 動 相:dichloromethane:
mcthano1:water=dicthylarnine(900=100:1=0.25v/v)、流 速:1.Omi/min]に注 入 し、[11qIMI
画 分 を 放 射 能 を 指 標 と し分 取 し た 。 分 取 画 分 に0.1NHC1/EtOHlm1を加 え た 後 減 圧 留 去 し 、
[1'C]IMIHCIを得 た 。 これ を 注 射 用 生 理 食 塩 液 に 溶 解 後O.20μmの ミ リポ ア フ ィル タ ー に
て 濾 過 滅 菌 し、[11CIIMIHCI注射 液 を 得 た 。
④['1C]Mcthamphetamineの合 成
Amphctamine(55mg)をTHF2ml中に 溶 解 し等molのpyridineを加 え 、 冷 却 下
[uqCH31を導 入 した 。50℃ で10分 間 加 熱 撹 拝 後 溶 媒 留 去 し、HPLC[カ ラ ム:Zorbax
SIL(DuPontlnstruments)4.6mmx15cm、移 動 相:dichloromethanc:methanol=watcr:
diethylamine(980:20:1=O.25v/v)、流 速:3.Oml/min]によ り放 射 能 を 指 標 と し分 取 精 製 し
た 。 分 取 画 分 に0・1NHCI/EtOHlrnlを加 え た後 減 圧 留 去 し、r1CIMAPHC1を得 た 。 これ
を 注 射 用 生 理 食 塩 液 に 溶 解 後0.20μmの ミ リポ ア フ ィル タ ー に て 濾 過 滅 菌 し、[UqMAP
HCI注 射 液 を 得 た 。
⑤["c]Cocai皿cの合 成
Norcocaine(7.Omg)をTHF2ml中に 溶 解 し、 冷 却 下[11qCH31を導 入 した 。50℃5分 間
加 熱 撹 撒 溶 媒 留 去 し、HPLC[カ ラ ム:Wakosil(WakoPurcChemica1)4.6㎜x25㎝、
移 動 相:hcxane:ethylacctate(1:1v/v),25%NH40H(saturated)、流 速:2.Oml/min]によ り
放 射 能 を 指 標 と し分 取 精 製 し た 。 分 取 画 分 にO,1NHCIIEtOHlm1を加 え た 後 減 圧 留 去 し、
[11qcocaineHC1を得 た 。 こ れ を 注 射 用 生 理 食 塩 液 に 溶 解 後0。20pmの ミ リ ポ ア フ ィル タ ー
に て 濾 過 滅 菌 し、["C]cocaineHCI注射 液 を 得 た 。
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⑥[11CIMethamphetamincのon-linc合成
["C]MAPのon-line合成 はIwataらの 方 法餌)に準 じて 行 っ た。 す な わ ち 、反 応 カ ラム 中 に
シ リカゲ ル(80/100mcsh,GLScience)を充 填 し、-42℃冷 却 下 自動合 成 され た 【11qCH31を
トラ ップ した 。 反応 溶 媒[DMF:DMSO(4:1)]200pl中に溶解 したamphetarninc(5mg)を
反応 カ ラム 中 に 導入 し、120℃3分 間加 熱 反 応 させ た 。 終 了後 、反 応 カ ラム 中 にHPLC移
動 相[O.05MCH3COONH4:CH3CN(80=20)]を通 過 させ る こ とに よ り、反 応 混合 物 を セ
ミ分 取 カ ラム[TSKgelODS-80TM(TOSOH)7.8mmx30cm、流速7.5ml/min]に導 き 、放
射 能 を 指標 と して分 離精 製 した。 分 取 画 分 に0.INHCI/EtOHlm1を加 え た後 減 圧 留 去 し、
【11qMAPHC1を得 た 。 これ を注 射 用 生 理 食 塩 液 に溶 解 後0.20μmのミ リポ ア フ ィル ター に
て濾 過 滅菌 し、rlqMAPHCI注射 液 を 得 た。
得 られたnC標識体の純度はTLC、HPLCにより確認 した。さらに、放射能が減衰後キ
ャリアーのマススペク トルを得て、成績体を同定 した。
第3節11C標 識向精神薬剤の体 内 ・脳 内動態に関する実験
①実験動物
船橋農場よりddY系雄性マウスを購入 し、水及び飼料を任意 に摂取 させて実験時8-9週
令、体重30-35gのものを使用 した。
② 臓 器 分 布
各 標 識 薬 剤o.2=ml(3.7MBq)を尾 静 脈 よ り投 与 し、 投 与1、5、15、30、60分 後 に 屠
殺 した 後 、 脳 、 血 液 、 心 臓 、 肝 臓 、 腎 臓 、 肺 、 脾 臓 、 胃 、 小 腸 、 筋 肉(後 肢 大 腿 部 筋)の
10部 位 を 取 り 出 し、 各 部 位 の 放 射 能 を γカ ウ ンタ ー(PACKARD5000)で測 定 し た 。 分 布
状 態 は 、DiffcrentialabsorPtionratio(DAR)77,7S)にて 表 し た 。
DAR=Obscrvedtissucactivity/tissuewcightxanimalwcight/injectcdactivity
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③脳 内分布
各標識薬剤0・2ml(3.7MBq)を尾静脈より投与 し、投与一定時間後に屠殺後、ただち
に脳を取 り出 し、GlowinskiとIversenの方法79)によって線条体、前部大脳皮質、視床下部、
後部大脳皮質、海馬、中脳、小脳、延髄の8部 位(Figurc7-1)に細分化 した後、各部位
の放射能を測定 した。分布状態は、臓器分布同様DARに て表 した。
FrontalCortex
(前部 大 脳
Hippocampus
PosteriOrCortex
(後部 大 脳 皮 質)
Hypothalamus
(視床下 部) (中脳)
llum
MedullaOblongata
(延髄)
Figure7-1Anatlasofthemousebrain
④連用モデル作製
本研究で用いたマ ウス連用モデルの薬物投与スケジュールは以下の通 りである。
MAPHCIを注射用生理食塩液に溶解 し、以下のスケ ジュールで投与 した。
1)1・Omg/kgを1日2回3日間連続腹腔内投与。
2)1・Omg/kgを1日2回6日間連続i腹腔内投与。
3)1・OmgZkgを1日2回3日間連続腹腔内投与後3日 間断薬。
4)4・Omg/kgを1日1回7日間連続i腹腔内投与後7日 間断薬。
また・cocaineHC1は注射用生理食塩液に溶解 し、10mg∠kgを1日1回7日間あるいは
14日間連続腹腔内投与後7日 間断薬 した。
逆耐性の形成は、投与後 目視により移所運動量の増加を確認 し行った。
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第4節 ラ ジオ レセ プ タ ー ア ッセ イ に 関す る実験
① 膜 標 品の 調 製
ddYマウ ス(8週 令 、体 重309)を 屠 殺後 、 た だ ち に全 脳 を取 り出 した 。Glowinskiと
Iversenの方 法79)によ って 第4節 ③ と同様 の8部 位 に細 分 化 し、各 々 を50倍 量 の氷 令 した
緩 衝 液(50mMTrisHCIpH7.4;100mMNaCl,5mMKCI)でホ モ ジナ イズ した。 ホ モ ジネ ー
トを30,000xgで10分間遠 心 後 、得 られ た沈 澱 画分 を 同緩衝 液 にサ ス ペ ン ドし同様 に遠
心 した 。 この操 作 を3度 繰 り返 した後 、30倍量 の 同 緩衝 液 にサ ス ペ ン ドし、 膜 標 品 と し
た 。膜 標 品 は 一80℃に保 存 し、2週 間以 内 に使 用 した 。
膜 標 品 の蛋 白量 は 、Lowryらの方 法80)に従 い、牛 血 清 ア ル ブ ミン(Sigma社)を標 準 と
して定 量 した。
② ラ ジオ レセ プ タ ー ア ッセ イ
Raismanらの 方 法81)に従 って行 った 。 す な わ ち、膜 標 品 と[3H】IMIを最 終量250μ1(約
0.4mgProtein/m1)とな る よ うに調 製 し、0℃ で60分 間 イ ンキ ュベ ー トした 。 イ ンキ ュベ
ー ト後5miの 氷 冷 した緩 衝 液 を加 え 、 た だ ち にWhatmanGF/Fグラス フ ァイバ ー フ ィル タ
ー を通 した後 、 フ ィル タ ー を5m1の氷 令 した緩 衝 液 で3回 洗 浄 した 。乾 燥 後 フ ィル タ ーの
放 射 能 を トル エ ン液 体 シ ンチ レー シ ョ ン(PPO7副、DMPOPOPO.39〆1)を用 い て測 定 した
(液体 シ ンチ レー シ ョンカ ウ ンター:AlokaLSC-901)。特 異 的結 合 は、100μM
desipramineHCI存在 下 で 阻 害 され る結 合 量 と定 義 した。
第5節Positronemissiontomography(PET)に関 す る実験
① 実 験 動 物
健 康 状 態 良 好 な 、7才 の雄 の ビー グル 犬(体 重12.5kg)を使 用 した。
②逆耐性モデル作製
MAPHCIを注射用生理食塩液に溶解 し、1・Omg/kgを7日間、続 く7日間1.5mg/kgを
1日1回 背部皮下内に連続投与 し逆耐性モデルを作製 した。
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逆耐性の形成は、写真あるいはビデオの撮影を行い、行動変化を繰り返し観察すること
によって評価 した。
③PET画像化
PET解析は静脈麻酔下に行 った。すなわち、ketarninc(10mg/kg)による導入麻酔後、
atropine(O.1mg/kg)を投与 し、以後pcntbarbital(最大25mg/kg)による維持麻酔下で検討を行
った。大腿動脈及び前肘静脈 にカニューレを挿入 して血管確保後にPT931型PETスキャ
ナーのベ ッ ト上にイヌを固定 し、吸収補正のため トランス ミッションスキ ャンを行 った。
【11qMAP(250-418MBq)を静脈 より投与 し、投与後90分までの全脳連続 スキ ャンを行い
脳内集積を経時的に画像化 した。実験 中に動脈採血を行い、血漿中放射能、CO2分圧、02
分圧、血L糖値等を測定すると共に血圧、脈拍、直腸温等のモニタリングを行い、麻酔状態
の維持を行った。PET実験中vitalsignには特に異常な所見は観察 されなかった。得 られ
た画像を再構成 した後、画像上の脳内5部 位(頂 頭葉、前頭葉、後頭葉、側頭葉及び小脳)
に関心領域(ROI)を設定 し、単位投与量当たりの集積量の経時変化を算出 した。
前投与効果検討時、Halopcridolは【11C】MAP投与60分前に1.Omg/kgを筋肉内に投与 し
た。Cocaincは['1C]MAP投与15分前に5.Omg/kgを静脈内に投与後、30分おきに2度
([11qMAP投与15分後、45分後)同 量の追加投与を行った。
④['1C]Metharnphetamineの代 謝 分 析
「11qMAP投与5、10、20、40、50分後 にヘパ リン存 在 下 動 脈i採血Lを行 い、500xgで3
分 間遠 心 した。 得 られ た血 漿(0.5ml)にMcOH(1.Oml)を加 え 超 音 波 処 理 し、12,000xg
で45秒 間遠 心 した。 蛋 白沈 殿 物 に再 度MeOH(1.Oml)を加 え 超 音 波処 理 後遠 心 分 離 した。
先 の上 清 と合 わ せ 非 標 識MAPを 加 え 、 そ の一 定 量 をHPLCに て 分析 し 【"C]MAP画分 を
分 取 した 。 分 取 画 分 の 放射 能量 を γカ ウ ンタ ーで 計 測 し、 血 漿 放射 能 中 の 未 変 化体 の 割合
を算 出 した。
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⑤血 漿 中薬 物 濃度 測 定
血 漿 中haloperido1濃度 は マ ー キ ッ トMハ ロペ リ ドー ル キ ッ ト(大 日本 製 薬)を 用 い た 、
酵素 免 疫 測定 法(EIA)に よ り測 定 した 。
血 漿 中cocaine濃度 は 、Abuscdaらの方 法82に準 じて ガ ス ク ロマ トグ ラ フ ィー/選 択 イ オ
ンモニ タ リング(GC/SIM)法に よ り測 定 した 。
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